












































Foxo1 と Foxd1 がリプログラミングに寄与している転写因子であることがわかった。
また、Foxd1 が Dax1 などの下流遺伝子の発現を制御しリプログラミングに寄与する可
能性が示唆された。さらに、Foxd1 レポーター細胞を用いた解析から、Foxd1 の発現上
昇は一部の限定された細胞にのみ起こることがわかった。この Foxd1 発現細胞は Foxd1
未発現細胞に比べてより多くの iPS 細胞を生み出したことから、Foxd1 はリプログラミ
ングが進行した細胞特異的に発現することがわかった。興味深いことに、Foxd1 は iPS
細胞では発現しておらず、リプログラミング過程で一過的な発現を示すことがわかった。
さらに、Cre-loxP システムを用いた Foxd1 発現細胞の運命追跡実験から、iPS 細胞コロ











4 つの転写因子(Oct4, Sox2, Klf4, cMyc)を発現させることにより、ES 細胞(Embryonic 




ES 細胞を用いた再生医療における 2 つの問題(倫理的問題・移植における拒絶反応の問
題)を解決するものである。結果として、再生医療の実現可能性を高め、治療を期待す
る人々を中心に大きな注目を集めている 3。 
 これまでに様々な細胞由来の iPS 細胞が樹立され、またリプログラミングで起こる現
象について多くの報告がなされてきた 2,4-11。現在、iPS 細胞を中心とするリプログラミ







2 つめに、体細胞から iPS 細胞を介さずに別の細胞へと変換させるダイレクトリプログ
ラミングの研究が挙げられる。これまでに MEF(mouse embryonic fibroblasts：マウス
胚性線維芽細胞、以降 MEF とする)から iPS 細胞を介さずに神経細胞や心筋細胞など、













ミングの新規制御因子として Foxo1 と Foxd1 の 2 つのフォークヘッド型転写因子を同
定した。さらに Foxd1 レポーター細胞を用いた実験から、Foxd1 の発現がリプログラ
ミング過程特異的に一過的に上昇することが明らかになり、また Foxd1 がその下流遺
伝子の発現を制御することでリプログラミングに影響を与えている可能性が示唆され
た。また、Cre-loxP システムを用いた Foxd1 発現細胞の運命追跡実験により、iPS 細胞










おける細胞腫の多様化は、下に行くほど溝の数の増える坂道 ( ワディントン地形 ) にたとえられてきた。分
化ポテンシャルの高い細胞は様々な細胞種に分化する能力を持っている一方、分化ポテンシャルの低い細
































鏡を用いた解析から、4 因子誘導後 Day 5 頃よりコロニーが形成され(図 2A)、Day 6-8
頃よりウィルス由来の遺伝子のサイレンシングが起こり、多能性マーカーである Nanog 
の発現が上昇した(図 2B)。また、qRT-PCR 解析により Nanog と Oct4 の 2 種類の多能





りディッシュの中でその割合が時間の経過ともに高まるということ、また MEF と iPS
細胞における多能性マーカーの発現量の差が非常に大きいということもあり、細胞集団
レベルの解析であってもリプログラミング特異的なシグナルが充分に検出できるもの
と考えられる 34,35。なお、本研究では MEF に対して human 由来の 4 因子を誘導してお
り、qRT-PCR 解析ではその配列の違いからウィルス由来の 4 因子(human 由来の 4 因子)
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と内在性の 4 因子(mouse 由来の 4 因子)を区別して検出することができる(図 2D)。私は、
これらの解析の結果より iPS 細胞が出現する Day 8 までの時期に注目し、MEF(Day 0)
と 4 因子感染群 7 時点(Day 1、Day 2、Day 3、Day 4、Day 5、Day 6、Day 8)、コント
ロールとして GFP 感染群 4 時点(GFP Day 1、GFP Day 3、GFP Day 5、GFP Day 8)の計
12 時点をタイムポイントとして定めマイクロアレイ解析を行うことを決めた(図 3A)。 
 本研究で行ったマイクロアレイ Mousegene 1.0 ST アレイは、28856 のプローブセッ
トについてその発現量を調べることができる。図 3A に示す計 12 時点で行ったマイク
ロアレイ解析の結果、Day 0 に対して発現が 2 倍以上に上昇する 813 のプローブセット
を見出した(図 3B・表 1)。この中には、多くの転写因子、クロマチン制御因子、リン酸
化酵素といった細胞運命決定に重要な役割を持つ遺伝子が含まれていた。また、この結
果を基にクラスタリング解析行った。その結果、4 因子感染群(Day 2 以降)と GFP 感染
群(Day 3 以降)では、遺伝子発現プロファイルが大きく異なっていた(図 3C)。また、同
じ 4 因子感染群の中でも Day 6-8 は Day 2-5 とは比較的に異なった遺伝子発現プロファ
イルを持つことが分かった(図 3C)。この結果は、Day 5-6 の時期に遺伝子発現が大きく
変化するということを意味する。これは、Sox2、Nanog、Oct4 ら多能性マーカーの発
現上昇のタイミング(図 2C・図 3D)や、コロニー形成のタイミングに一致する(図 2A)。 
 
新規のリプログラミング制御因子として 2 つのフォークヘッド型転写因子(Foxd1 と
Foxo1)を予測した 
 次に、マイクロアレイの結果を基にプロモーター解析を行った。発現が 2 倍以上に上
昇していた遺伝子について、転写開始点付近の配列のデータベースである DBTSS より
転写開始点上流 1200 塩基対の情報を得て、TRANSFAC の 578 のマトリクス（すなわち
転写因子結合配列）が存在するかを調べた(図 4A)36-38。発現が上昇した 813 プローブセ
ット(表 1)のうち、Day 8 の時点で発現が上昇しかつ転写開始点上流のプロモーター領
域の配列情報が存在していた遺伝子が 411 個あった。この 411 遺伝子に注目しプロモ
ーター解析を行った結果、FREAC4 (別名 Foxd1、以降 Foxd1 とする)、Foxo1 や VDR な
どマトリクスが統計学的に優位に存在することがわかった(図 4B)。なお、1 つのタイム
ポイントや複数のタイムポイントをまとめたグループなど様々なグループ分けを基に
プロモーター解析を行ったが、Day 8 における Foxd1 が最も低い p-value(2.86×10-7)を
示した(図 4B)。このとき、Oct4、Nanog、Sox2 といった多能性の維持に必要な転写因
子の p-value は有意に低い値ではなかった(図 4B)。本研究では、これらの転写因子の予
測を受け、Foxd1 と Foxo1 の 2 つのフォークヘッド型転写因子に注目した。 
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 Foxd1 は、腎臓の発生、網膜の発生、精子の発生に関与すること報告されているが、
これまでにリプログラミングに関わるという報告はない 39-45。腎臓は大きく分けて 4 つ
の組織(間葉、尿管芽、血管、間質)からなるが、Foxd1 は間質に発現することが知られ
ている 44,45。また、Foxo1 は寿命やストレス応答など様々なシグナル応答に関与するこ
とが知られている 46-49。Foxo1 の発現が ES 細胞の多能性の維持に必要であるという報
告がある一方、Foxo1 のドミナントネガティブがリプログラミングを促進するという報
告もあり、リプログラミングにおける Foxo1 の働きについては未解明な部分がある 48,49。 
 これら 2 つのフォークヘッド型転写因子は、それ自身の発現量がリプログラミング誘
導時に上昇していた(図 4C)。より正確な発現量の変化を知るために行った qRT-PCR 解
析では、リプログラミング過程でその発現が上昇すること、Day 6-8 頃をピークとしそ
の後時間の経過と共に発現が減少すること、また発現上昇のタイミングが多能性マーカ




4 因子によるリプログラミングと 3 因子によるリプログラミングの違い 
 これまでの解析は 4 因子発現によるリプログラミングの誘導を行っているが、MEF
からのリプログラミングの場合、3 因子(4 因子から cMyc を除いた Oct4、Sox2、Klf4
の 3 つの転写因子)の発現条件でもリプログラミングを誘導することができる 50,51。本研
究においても、3 因子発現でも 4 因子発現と同じく多能性マーカーである Nanog の発
現が上昇し、iPS 細胞コロニーが出現することが確かめられた(図 5A)。なお 3 因子の場
合、4 因子に比べて発現上昇し始めるタイミング、発現ピークに達する時期が遅くなり、
また発現ピーク値はより大きな値となった(図 5A)。これは cMyc の有無により細胞の増
殖速度が変化し iPS 細胞出現までの時間が変化すること、リプログラミングされなかっ
た細胞の影響の程度が変化することに因るものと考えられる 50,51。また、Foxd1 と Foxo1
の発現は、3 因子においても 4 因子と同じく発現が上昇した(図 5B)。またこの時、樹立
された iPS 細胞と ES 細胞における Foxd1 と Foxo1 の発現量も同時に調べところ、Foxd1、
Foxo1 ともに iPS 細胞と ES 細胞における発現量は MEF(Day 0)と同程度と低い発現レベ
ルをとることが分かった。 
 
 これらの結果より、リプログラミング誘導時、3 因子もしくは 4 因子に制御される形




 なお、3 因子によるリプログラミングは 4 因子に比べてより大きなシグナル値を得る
ことができることから、以降のリプログラミング誘導実験は Oct4、Sox2、Klf4 の 3 因
子の発現により行った。 
 
Foxo1 と Foxd1 の発現抑制はリプログラミング効率を減少させる 
 次に、この 2 つのフォークヘッド型転写因子の発現抑制によるリプログラミングへの
影響を調べた。Foxo1 と Foxd1 に対してそれぞれターゲット配列の異なる 2 種類の
shRNA を作製し、H1 プロモーターとともにレンチウィルスベクターに挿入した。本研
究では、2 週間以上の長期間にわたって発現抑制を行う必要があることから、レンチウ
ィルスによる shRNA の発現を行った。Nanog-GFP-IRES-PuroR マウス由来の MEF(以下
Nanog レポーターMEF)に shRNA レンチウィルスを感染させ、その後 3 因子レトロウィ
ルスの感染を行いリプログラミング誘導を行った。Nanog レポーターMEF は、Nanog
プロモーター制御下で蛍光タンパク質である GFP と puromycin 耐性タンパク質を発現
する 4。まず、qRT-PCR 解析により shRNA によって Foxo1 と Foxd1 の発現量が低下し
ていることを確認した(図 6A)。そして、この発現抑制におけるリプログラミング効率の
変化を調べた。リプログラミング効率の評価は、puromycin よる薬剤選択後の iPS 細胞
コロニー数の計測、FACS 解析による GFP 陽性(すなわち Nanog 陽性)細胞割合の計測、
qRT-PCR 解析による Nanog の発現レベルにより行った(図 6B-D)。いずれの方法におい
ても Foxo1 と Foxd1 の発現抑制によりリプログラミング効率の減少が認められた。す
なわち、Foxo1 と Foxd1 はそれぞれリプログラミングにポジティブに寄与していこと
がわかった。なお、リプログラミングを評価した 3 つの方法のうち FACS 解析と qRT-PCR
解析は、細胞数に応じてシグナル値が補正される解析法である。FACS 解析は総細胞数
における Nanog 陽性細胞の割合を求め、qRT-PCR 解析はハウスキーピング遺伝子であ
る Gapdh による補正を行っている。 
 
Foxd1 はリプログラミングにポジティブに寄与するが、必須ではない 
 Foxd1 の shRNA は Foxd1 の発現レベルを減少させることができたものの、Day 8 頃
に見られる発現上昇を抑えることはできなかった(図 6A)。また Foxd1 の発現抑制によ
るリプログラミング効率の抑制は Foxo1 に比べて小さかったこと(図 6B-D)から、Foxd1
のノックアウト細胞を用いればリプログラミング効率をさらに減少させることができ
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るのではないかと考えた。そこで、Foxd1 が EGFP-Cre に置換されたゲノムを持つマウ
ス(すなわち Foxd1 のプロモーターの制御下で Foxd1 の代わりに EGFP-Cre の融合タン
パク質を発現する)を用いてリプログラミング実験を行った 40。この Foxd1 ノックアウ
トマウスはホモノックアウト条件では胎生致死であるため、ヘテロノックアウトマウス
(Foxd1+/-)の雌雄を掛け合わせ、ワイルドタイプ MEF(Foxd1+/+)、ヘテロノックアウト
MEF(Foxd1+/-)、ホモノックアウト MEF(Foxd1-/-)の 3 種類の MEF を作製した。MEF は
E13.5 より採取しているが、ホモノックアウト条件であっても MEF の作製は可能であっ
た。なお、これら 3 種類の MEF は比較の際は同腹仔を用いており、BrdU 抗体染色によ
り細胞増殖速度が同程度であることが確かめられた(図 7A)。 
 このワイルドタイプ MEF、ヘテロノックアウト MEF、ホモノックアウト MEF の 3 種
類の MEF を用いてリプログラミング誘導実験を行った。なお、リプログラミング誘導
時における Foxd1 の発現上昇はワイルドタイプ MEF、ヘテロノックアウト MEF、ホモ
ノックアウト MEF の順に小さくなった(図 7B)。このとき、リプログラミング効率は
Foxd1 の発現量に応じて、ワイルドタイプ、ヘテロノックアウト、ホモノックアウトの
順に減少することがわかった(図 7C-D)。リプログラミング効率の減少は、Nanog 抗体
染色による Nanog 陽性 iPS 細胞コロニー数の計測、qRT-PCR 解析による Nanog の発現
レベルにより確かめられた(図 7C-D)。これらの結果、Foxd1 の発現がリプログラミング
にポジティブに寄与しているということが確認された。ただし、Foxd1 ホモノックアウ
ト MEF であってもリプログラミングが誘導できるということは、Foxd1 それ自身がリ
プログラミングには必須ではないということを示している。 
 
Foxd1 と Foxo1 のダブルノックアウトの与えるリプログラミングへの影響 
 次に、Foxd1 のホモノックアウト条件下で Foxo1 の発現抑制によるリプログラミン
グへの影響を調べた。Foxd1 ホモノックアウト MEF に Foxo1 の shRNA レンチィルスを
感染させ、その後 3 因子レトロウィルスの感染を行いリプログラミング誘導を行った。
shRNA による発現抑制の効果は qRT-PCR 解析とウェスタンブロッティングにより確認
された(図 8A-B)。そして、この発現抑制におけるリプログラミング効率の変化を調べた。 
リプログラミング効率の評価は、Nanog 抗体染色による Nanog 陽性 iPS 細胞コロニー
数の計測、qRT-PCR 解析による Nanog の発現レベルにより行った(図 8C-D)。いずれの
方法においても Foxo1 の発現抑制によりリプログラミング効率の減少が認められた。













グ過程における Foxd1 下流遺伝子の発現変化が、ワイルドタイプ MEF、ヘテロノック
アウト MEF、ホモノックアウト MEF の 3 種類の MEF でどのように異なるかを qRT-PCR
解析により調べた。Foxd1 が直接制御する遺伝子についての報告がなかったため、本研
究ではプロモーター領域に Foxd1 結合配列を有している遺伝子についてその発現変化
を調べることにした。Dax1、Epcam、Necab1、Il7r は、プロモーター領域に Foxd1 結
合配列を持ち、リプログラミング過程において発現が上昇していた遺伝子である。これ
らの遺伝子は、多くの場合 Foxd1 の発現量に応じた発現上昇(ワイルドタイプ MEF>ヘ
テロノックアウト MEF>ホモノックアウト MEF)を示していた(図 9A)。この結果より、
これらの遺伝子がリプログラミング誘導時に発現が上昇した Foxd1 により制御されて
いる可能性が示唆された。 
 また、これらの遺伝子の中で、Dax1(dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia 
critical region, on chromosome X, gene 1)は ES 細胞の多能性の制御に関わるオーファ
ン核内受容体であり、Dax1 を ES 細胞で発現抑制ないしノックアウトさせると多能性を
維持できなくなるということが報告されている 54-58。本研究では、この Dax1 の発現抑
制によりリプログラミング効率が変化するかどうかを調べた(図 9B)。その結果、Nanog
抗体染色による Nanog 陽性 iPS 細胞コロニー数の計測により、リプログラミング効率
が減少することが分かった(図 9D)。また Epcam(Epithelial cell adhesion molecule)は
MET の指標として知られ、リプログラミングに深く関与していることが報告されてい






レイ解析)と組み合わせて Foxd1 下流遺伝子の探索を行った。Foxd1 ノックアウト細胞
を用いたマイクロアレイは、ワイルドタイプ MEF、ヘテロノックアウト MEF、ホモノ
ックアウト MEF の 3 種類の MEF について Day 8 でサンプルを回収しマイクロアレイを
行った。先のマイクロアレイ解析で発現が上昇していた 813 プローブセット(表 1)の中
で、38 プローブセットが Day 8 においてホモノックアウト MEF における発現量がワイ
ルドタイプ MEF における発現量の 80 パーセント以下となっていた(図 9D・表 2)。この
中には Nanog、Oct4、Dax1 など多能性の維持に必要な転写因子や、先に Foxd1 の下
流として予測された Dax1 や Il7r らも含まれていた(図 9D・表 2)。この中に Foxd1 の下
流遺伝子が含まれていることが期待される。さらに、この 38 遺伝子について Gene 
ontology 解析を行ったところ、多能性の維持に関わる Gene ontology term である stem 







Foxd1 の過剰発現については実験を行っていない。本研究では、3 因子と併せて Foxd1
を発現させるレトロウィルスの感染を行い、3 因子・Foxd1 とコントロールとして 3 因
子・GFP を比較し、リプログラミング効率に差が生じるかを調べた。 
 qRT-PCR 解析の結果、Foxd1 の発現は Day 8 のピーク時で約 4 倍まで上昇した(図 10A)。
なお、本実験では、内在性の Foxd1 の発現とウィルス由来の Foxd1 の発現を区別する
ことができない。この Foxd1 の過剰発現条件下において qRT-PCR 解析により多能性マ
ーカーである Nanog の発現レベルを調べたところ、Foxd1 の過剰発現により約 70 パー
セント程度に抑えらることが分かった(図 10B)。また、FACS 解析による Nanog 陽性細
胞の割合を調べたところ、同様にリプログラミング効率の減少が認められた(図 10C)。
しかし、驚いたことに Nanog 抗体染色による iPS 細胞コロニーカウントではその差は
認められなかった(図 10D)。これらの結果は、Nanog を発現するに至らなかった細胞の
数が増えていることを示唆する。その結果、細胞数によって補正を受ける qRT-PCR 解
析による Nanog 発現レベルと FACS 解析による Nanog 陽性細胞の割合が、大きく減少
したものと考えられる。それを裏付けるように、リプログラミング過程での顕微鏡写真
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では Foxd1 の発現により細胞数が多くなっていることが認められた(図 10E)。MEF の状




 これまでは主に Foxd1 がリプログラミングに与える影響について述べてきた。これ
より、リプログラミング過程における Foxd1 のマーカーとしての意義について述べる。 
 
2 因子や 1 因子の発現は、Foxd1 の発現上昇には不十分である 
 先ず、Foxd1 が発現上昇する条件について調べた。Foxd1 の発現上昇が 3 因子でも 4
因子と同様起こるということは先に述べた(図 5B)が、2 因子、1 因子でもその発現上昇
が生じるかどうかを調べた。qRT-PCR 解析の結果、2 因子(Sox2-Oct4、Sox2-cMyc、
Sox2-Klf4、Oct4-cMyc、Oct4-Klf4、cMyc-Klf4 の 6 パターン)では、Sox2-cMyc、Oct4-cMyc
を除く 4 パターンでは発現はまったく上昇しなかった(図 11A)。Sox2-cMyc、Oct4-cMyc
においてはわずかに発現の上昇がみられたものの、その程度は 4 因子に比べて小さなも
のであった(図 11A)。また、1 因子(Oct4、Sox2、Klf4、cMyc をそれぞれ発現させた 4
パターン)では、Foxd1 の発現上昇はほとんど起こらなかった(図 11B)。脂肪組織由来細
胞に Oct4 を過剰発現させると Foxd1 の発現が上昇するという報告もあったが、本研究
で行った MEF に 1 因子を発現させる実験系では Foxd1 の発現上昇は起こらなかった 61。
発現がわずかに上昇した Sox2-cMyc、Oct4-cMyc に共通の cMyc であっても、単独発現
の場合や Klf4 との 2 因子の場合には発現が上昇しなかった(図 11A-B)。また、多能性マ
ーカーである Nanog の発現は、Sox2-cMyc、Oct4-cMyc 含めて 2 因子条件では上昇し





 次に Foxd1 を発現する細胞の性質について考えた。Foxd1 を発現する細胞がどの程
度存在するのか、そして Foxd1 を発現した細胞はリプログラミングが進んだ細胞と言
えるのか。ここで、先より用いている Foxd1-Cre-EGFP マウス由来のヘテロノックアウ
ト MEF を Foxd1 レポーター細胞として用いた。この MEF は Foxd1 の発現を EGFP の蛍
光より検出することができる(図 12A) 40。この MEF に対してリプログラミングを誘導し
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た時の GFP 陽性細胞(すなわち Foxd1 発現細胞)の推移を、FACS 解析により調べた。FACS
解析の結果、Foxd1 発現細胞は Day 6 頃(9.7%)より現れ始め、時間の経過とともにその
割合を増し Day 10 頃(33.4％)最も高い割合を示し、その後減少することがわかった(図
12B)。また、iPS 細胞となり Nanog を発現するようになった細胞は Foxd1 を発現しな
いことがわかった(図 12C)。Foxd1 発現細胞の最も高くなる割合は実験回により異なる
ものの概ね 30-40%程度であった。これらの結果は、qRT-PCR 解析における Foxd1 の発
現変化と一致するものである(図 4D・図 5B)。qRT-PCR 解析における発現量は細胞集団
レベルでのシグナル値であり、同一細胞における発現量の増加と発現する細胞数の増加
を区別することはできない。この Foxd1 レポーター細胞の解析より初めて、Foxd1 の
発現がリプログラミングを誘導したすべての細胞に起こるのでなく、ある限定された集
団にのみ起こることが示された。なお、この Foxd1 レポーター細胞の GFP の蛍光強度
は非常に弱いものであったため、FACS 解析では検出できるものの蛍光顕微鏡で検出す
ることはできなかった。 
 次に、この Foxd1 を発現した細胞がリプログラミングが進んだ細胞であるのかを調
べるため、Foxd1 発現細胞と未発現細胞をそれぞれ分取し播き直し、後にできる iPS 細
胞コロニーの数を比較した。セルソーティングは Day 8 で行い、iPS 細胞コロニー数の
出現を待って(Day 18-)Nanog 抗体染色を行った(図 13A)。その結果、Foxd1 発現細胞か
らより多くの iPS 細胞コロニーが出現した(図 13B)。さらに、Day 8 で行うセルソーテ
ィングを Foxd1 の発現量に応じて Foxd1 ++、Foxd1 +、Foxd1 -の 3 つの集団への分画
とし(Foxd1 発現細胞の中でより高い発現を示す細胞集団を Foxd1++、Foxd1 発現細胞
の中でより低い発現を示す細胞集団を Foxd1+、Foxd1 発現未細胞を Foxd1-とした)同
様の実験を行ったところ、Foxd1++、Foxd1+、Foxd1-と Foxd1 の発現の高い細胞から







セルソーターを用いて Foxd1 発現細胞と未発現細胞をそれぞれ分取し、qRT-PCR 解析
により遺伝子発現の違いを調べた。細胞のソートは Day 6-14 で行った。先ず、いずれ
の時点においても GFP 陽性細胞では GFP とともに Foxd1 が高く発現していることを確
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認した(図 14A)。次に、Nanog、Oct4 の 2 種類の多能性マーカーの発現を調べた。その
結果、Foxd1 発現初期(Day 6-8)では GFP 陽性細胞により高い多能性マーカーの発現が
認められたが、それ以降の時期では発現が逆転し GFP 陽性細胞がより低い多能性マー
カーの発現を示すようになった(図 14C-D)。この結果は、Foxd1 が Nanog や Oct4 とい
った多能性マーカーが発現する時期以前に一過的に発現することを示唆する。ただし、
検出している GFP(正確には EGFP-Cre)と Foxd1 のタンパク質としての性質の違い(フォ
ールディング速度や分解速度、活性のために必要な濃度など)がわからないため、Foxd1
と Nanog や Oct4 といった多能性マーカーの発現の時間的なずれの判断は難しい。ただ、
Nanog と Oct4 の発現上昇のタイミングについては、Nnaog よりも Oct4 の発現がより
遅くに起こっているものと考えることができる。なぜなら、Foxd1 発現後期(Day 10-14)
での Foxd1 発現細胞と未発現細胞における発現量差が、Oct4 は Nanog に比べて大きく
なっているからである(図 14C-D)。 
 次に、Foxd1 の下流と予測された 4 遺伝子(Dax1、Epcam、Necab1、Il7r)の発現変化
について調べた。4 遺伝子のうち Dax1 は、Nanog や Oct4 と同じ発現変化の傾向を示
した(図 14E)。すなわち、Foxd1 発現初期(Day 6-8)では GFP 陽性細胞により高い発現を
示したが、それ以降の時期では発現が逆転し GFP 陽性細胞により低い発現を示すよう
になった。残りの 3 遺伝子、Epcam、Necab1、Il7r はサンプリングを行ったすべての時




いる 54,55。Foxd1 の発現が ES 細胞や iPS 細胞で高くないということ(図 5B)からも、Foxd1
が多能性幹細胞で積極的に働いているとは考えにくい。すなわち、Dax1 に関しては、
多能性マーカーが発現する(多能性を制御する転写ネットワークが働き始める)以前の時
期において Foxd1 が作用しているものと考えられる。そして、それ以降の時期では Dax1
は多能性を制御する転写ネットワークによって高い発現が維持されると考えられる。 
 最後に、体細胞マーカーである Thy1 について調べた。Thy1 は MEF のような分化し
た細胞では発現しているが、ES 細胞、iPS 細胞のような多能性幹細胞では発現していな
い 8。この Thy1 について qRT-PCR 解析を行うと、先の多能性マーカーとは逆の挙動、
すなわち Foxd1 発現初期(Day 6-10)では Foxd1 未発現細胞により高い発現を示し、後期





ある MEF では、Foxd1 の発現はなく体細胞マーカーである Thy1 が発現している。3 因
子や 4 因子により Foxd1 の発現が上昇し始めた頃(Day 6-8)、Foxd1 発現細胞において
Thy1 の発現が減少し、かつ多能性マーカーである Nanog の発現が上昇し始める。さら
に時間が進むと、Foxd1 を一過的に発現しその後に発現が減少した細胞と最初からずっ
と Foxd1 を発現していない細胞という、2 種類の Foxd1 未発現細胞が存在するように
なる。このうち前者は iPS 細胞を意味し Thy1 の発現は低く、Nanog の発現は高い。後
者は Thy1 の発現が維持され、Nanog は未発現の状態のままとなっている。 
 
多くの iPS 細胞は Nanog の発現までに Foxd1 の発現を経験する 
 さらなる Foxd1 とリプログラミングの相関を調べるために、Foxd1 発現細胞の運命
追跡実験を行った。先に行ったソーティングからの iPS 細胞コロニー数の比較では、播




Foxd1-Cre-EGFP マウスと CAG-loxp-EGFP マウスを掛けわせ、Foxd1 プロモーターによ
り発現した EGFP-Cre による部位特異的組換えが起こる結果、以後恒常的に EGFP を発
現し続ける MEF を作製した(図 15A) 62。なお、MFF は E13.5 の胎児より作製したが、E13.5
胎児の時点で、目周辺やヒゲの毛根付近に強い GFP の発現が見られた(図 15B)。これら
の組織では Foxd1 が発生段階に関与していることが予想される。また、MEF の時点で
約 10 パーセントの GFP 陽性細胞(すなわち Foxd1 の発現を経験した細胞)が含まれてい
たが、リプログラミングに先立ってセルソーティングを行い GFP 陽性細胞を除去して
いる(図 15C)。なお、MEF の時点での Foxd1 発現経験細胞と未経験細胞について多能性
マーカーである Nanog と未分化マーカーである SSEA1 の抗体染色を行ったが、細胞間
に差は見られなかった(図 15D)。 
 この MEF を用いてリプログラミングを誘導し GFP 発現細胞(すなわち Foxd1 発現経
験細胞)の推移を、FACS 解析により調べた。GFP 発現細胞は Day 6-8 頃より出現し時間
の経過とともに割合を増やし、Day 12-14 頃最大となる 30-40 パーセントとなりそれ以
降も 30 パーセント以上という高い値をとり続けた(図 15E)。検出される GFP の蛍光は、
Foxd1 プロモーターにより発現される EGFP-Cre と CAG プロモーターにより発現される
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 さらに、この MEF を用いて、Foxd1 の発現経験と Nanog 発現の相関を FACS 解析に
より調べた。その結果、Nanog を発現する細胞は、先ず Foxd1 の発現を経験しその後
に Nanog を発現するようになるということが分かった(図 16A)。この FACS 解析につい
て各細胞の割合を定量すると、Nanog を発現した細胞のうち 79.0 パーセント(GFP 陽性
細胞/ Nanog 陽性細胞= 23.7 %/ 30.0% )が Foxd1 の発現を経験していた(図 16B)。さら
に、蛍光顕微鏡観察による iPS 細胞コロニー数により評価を行うと、Nanog を発現した
iPS 細胞コロニーのうち 95.1 パーセント(GFP 陽性コロニー/ Nanog 陽性コロニー= 311
個 / 327 個)がそれまでに Foxd1 の発現を経験しており、非常に高い相関が得られるこ
とがわかった(図 16C)。これらの結果、Foxd1 を発現することが後に Nanog を発現する
細胞特異的に起こる現象であることが強く示唆された。 
 
Foxd1 の発現と SSEA1 の発現のタイミングは細胞により異なる 
 次に、Foxd1 の発現上昇のタイミングが未分化マーカーである SSEA1 とどのような
関係にあるかについて調べた。Day 4-14 にかけて計 6 時点で SSEA1 抗体染色を行い、
GFP の発現(すなわち Foxd1 の発現経験)と SSEA1 との相関を調べた。その結果、Foxd1
発現経験の細胞が必ずしも SSEA1 を発現しているわけではなく、また SSEA1 陽性細胞
が Foxd1 の発現を経験しているわけではなかった(図 17A)。しかし、時間の経過ととも




Foxd1 の発現の有無は iPS 細胞の状態に影響を与えない 
 Foxd1 発現細胞の運命追跡実験では、数パーセント程度の Foxd1 の発現を経験しな
いままにリプログラミングされた細胞が存在していた(図 16B-C)。そこで、Foxd1 の有
無によって iPS 細胞の性質に違いがあるかどうか、あるならばそれはどのような違いで








化状態、④胚様体形成による in vitro 分化誘導における三胚葉系への分化の評価、⑤テ
ラトーマ形成による in vivo 分化誘導における三胚葉系への分化の評価、そして⑥キメ
ラマウスの作製である。これらの実験を、ホモノックアウト iPS 細胞 2 ライン(#2 と#5)、
ワイルドタイプ iPS 細胞 2 ライン(#2 と#5)の合計 4 種類の iPS 細胞ラインについて比較
を行った。 
 ①ウィルス由来の外来遺伝子のサイレンシングは、3 因子を感染させて 8 日目の発現
レベルを 1 とし、iPS 細胞におけるそのサイレンシングの程度をその相対値として評価
した(図 18)。いずれの細胞ラインもウィルス由来の Oct4、Sox2、Klf4 の発現は見られ
なかった。 
 ②内在性の多能性マーカーの発現は、Sox2、Oct4、Klf4、Nanog については qRT-PCR





 ③多能性マーカー(Oct4、Nanog)プロモーター領域の DNA メチル化レベルは、メチ
ル化 DNA を検出するバイサルファイトシークエンス法を用いて検出した。この方法は、
メチル化されたシトシンにおいてはバイサルファイト反応が起こらないことを利用し
て、ゲノム上の特定の領域の DNA のメチル化の有無について判別する方法である 63。
多能性マーカー遺伝子のプロモーター領域は、MEF ではメチル化されており、多能性
幹細胞では脱メチル化されていることが知られる 2,64。調べた 4 つの iPS 細胞ラインで
は Oct4 プロモーター領域、Nanog プロモーター領域共に脱メチル化されており、ホモ
ノックアウト条件とワイルドタイプ条件に差は確認できなかった(図 20)。 
 ④胚様体形成による in vitro 分化誘導における分化の評価は、iPS 細胞より胚様体を
形成しその後接着培養することで分化誘導を促し、各胚葉特異的なマーカーの発現を調
べることで行った(図 21A)。qRT-PCR 解析では、Afp、Gata6(以上、内胚葉マーカー)、




色によっても三胚葉系への分化を確認した(図 21C)。ここで Afp、Foxa2 は内胚葉マー
カー、α-sarcomeric actinin、Gata4 は中胚葉マーカー、Tuj1、Gfap は外胚葉のマーカ
ーである。 
 ⑤テラトーマ形成による in vivo 分化誘導における分化の評価は、テラトーマの大き
さと組織切片の観察から行った。各 iPS 細胞を同じ細胞数ずつ 10 週齢の Balb/c -nu/nu
雌マウスに皮下注射を行い 5 週間後にマウスを解剖しテラトーマを評価した(図 22A)。
1 ラインにつき 5 か所、計 4 ライン 20 か所の注射を、10 個体左右 2 か所の計 20 か所
について行った。左右の違いをなくすため 5 個体に左ホモノックアウト iPS 細胞、右ワ
イルドタイプ iPS 細胞とし、残り 5 個体に左右を逆転させて注射した。その結果、ワイ
ルドタイプ iPS 細胞#2 とホモノックアウト iPS 細胞#5 に関してはホモノックアウト iPS
細胞の方がテラトーマが大きくなるという結果が得られた(図 22B)。しかし、残り 5 個
体のワイルドタイプ iPS 細胞#5 とホモノックアウト iPS 細胞#2 に関しては、大きさに
違いはなかった(図 22C)。ワイルドタイプ iPS 細胞#2 とホモノックアウト iPS 細胞#5 に
関しては差があったものの、ホモノックアウト条件とワイルドタイプ条件に一貫した差
は見出せなかった。また、このテラトーマに関して、パラフィン包埋を行い切片を作製
し HE 染色により三胚葉への分化を確認している(図 22D)。 
 最後に、⑥キメラマウスを作製し、その iPS 細胞の「キメラの出来やすさ」を調べた。
多能性幹細胞は受精卵(胚盤胞)に注入され、ホストたる細胞と同じく個体の形成に寄与
(すなわちキメラマウスの作製)できることが知られる 4,7。4 つの iPS 細胞ラインについ
てキメラマウスを作製しその寄与率から「キメラの出来やすさ」を評価した(図 23)。な




 以上、本研究においてはホモノックアウト MEF 由来の iPS 細胞とワイルドタイプ MEF
の由来の iPS 細胞をの差を検出することはできなかった。 
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(A) リプログラミング過程の顕微鏡写真。Day 5 の時点で iPS 細胞様のコロニーが出現している ( 矢印 )。
Day 8 頃にはコロニーは大きくなっている。Scale bar = 200μm。
(B) iPS 細胞コロニーの顕微鏡写真。Day 9 において、多能性マーカーであるNanog 抗体染色、GFP(4 因子
と共に感染させたウィルス由来)、DAPI染色とmerge画像。コロニーの中でもNanogが発現する細胞はウィ
ルスがサイレンシングされている傾向にある。Scale bar = 200μm。
(C) 多能性マーカーであるOct4 と Nanog の発現量の変化。4因子感染によるリプログラミングにおける内
在性Oct4(mouse Oct4) と Nanog の発現上昇はDay 6 頃より始まる。その後Day 8-10 頃に発現のピークを
とり、以後高い値を維持し続ける。それぞれDay 0 に対する相対値を示している。
(D) human 由来遺伝子とmouse 由来遺伝子の発現量の比較。リプログラミングを誘導する転写因子は
human由来であるため、プライマーにより内在性の発現 (mouse由来 )とウィルス由来の発現 (human由来 )
を区別することができる。それぞれ最大となった時点 (mOct4 : Day 12、mSox2 : Day 14、hOct4 : Day 8、


























































































(A) マイクロアレイ解析のタイムコース。MEF(Day 0) と 4 因子感染群 7時点 (Day 1、Day 2、Day 3、Day 
4、Day 5、Day 6、Day 8) と GFP 感染群 4時点 (GFP Day 1、GFP Day 3、GFP Day 5、GFP Day 8) の計 12 時
点についてマイクロアレイ解析を行った。
(B) 発現が上昇した遺伝子のヒートマップ。マイクロアレイ解析の結果、MEF(Day 0) に対して発現量が 2倍
以上となったプローブセットが 813 個見出された。
(C) 発現が上昇した 813 個のプローブセットについて行ったクラスタリング解析。Day 0 と Day 1 と GFP 
Day 1、GFP 感染群 (GFP Day 3, 5, 8)、4 因子感染群 (Day2, 3, 4, 5, 6, 8) は、それぞれ比較的近い遺伝子発現
プロファイルを持っている。4因子感染群の中でもDay 6 と Day 8 は比較的近く、その他の 4因子感染群
と少し異なった遺伝子発現プロファイルを示している。



















































































































































































































(A) プロモーター解析の模式図。転写開始点上流 1200 塩基対についてマトリクス ( 転写因子結合サイト ) が
存在するかを調べ、統計学的な評価を行った。
(B) プロモーター解析の結果。Day 8 において発現が上昇していた 411 遺伝子について行ったプロモーター
解析では、Freac4(Foxd1) や Foxd1 のマトリクスが高頻度に存在していた。p-value の小さかったマトリク
スの上位 5 個（Freac4(Foxd1)、Foxd1、Vdr、Lef1Tcf1、E47）と Nanog、Oct4、Sox の p-value を示している。
なお、p-value はフィッシャーの正確確率検定 ( 片側 ) で行った。
(C) プロモーター解析の上位 5 転写因子の発現量の変化。プロモーター解析の上位 5 転写因子 (Foxd1、
Foxo1、Vdr、Lef1、E47) の中で Foxd1 の発現上昇が最も大きかった。Foxo1、Lef1、Tcf3 の発現量はコン
トロールであるGFP 発現時においては変化せず、4因子発現時ではわずかに上昇している。
(D) Foxd1、Foxd1、Oct4 の発現上昇のタイミングの比較。Oct4 は Day 6-8 頃にピーク値の半分の値に達す
る (T1/2 = Day 6-8)が、Foxd1と Foxo1はDay 4-6頃にピーク値の半分の値に達する (T1/2 = Day 4-6)。なお、


























































































(A) Nanog の発現量の変化。3因子の場合、4因子に比べて発現上昇の時期が遅くなり (T1/2 を比較すると
T1/2(3F) = Day 6-8 に対して T1/2(4F) = Day 4-6 である）、ピーク値は大きくなった。ともにDay 0 に対する
相対値を示している。
(B) Foxd1 と Foxo1 の発現変化。Nanog と同じく発現上昇の時期の遅れとピーク値の減少が認められた。
また、iPS 細胞や ES 細胞といった多能性マーカーでは、Foxd1 の発現はほとんど検出できず、Foxo1 の発
現はMEF と同程度の比較的低い値に抑えられている。いずれもDay 0 に対する相対値を示している。
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図 6　 Foxo1 と Foxd1 の発現抑制によるリプログラミング効率の減少
MEF に対してコントロール shRNA、Foxo1 をターゲットとする shRNA2 種、Foxd1 をターゲットとする
shRNA2 種をレンチウィルスによって感染させ、3日後に 3因子のレトロウィルスを感染させてリプログラ
ミングを誘導した。Nanog-GFP-IRES-PuroR マウス由来のMEF を用いて実験を行っている。なお、グラフ
について p-value は Dunnett 法により算出した (*** p < 0.001, ** p < 0.01, and * p < 0.05)。
(A) shRNA による Foxo1 と Foxd1 の発現抑制の効果。Foxo1 は shRNA により発現上昇がほとんど見られな
くなったが、Foxd1 は shRNA 条件でも発現上昇が起こっている。グラフは独立 3回の平均値 ± SEMを示
している。
(B) iPS 細胞コロニー数の計測。puromycin によるセレクションの後アルカリフォスファターゼ染色を行い、
iPS細胞コロニーの数を数えた。puromycinによるセレクションではNanogを発現する細胞のみが生き残る。
3因子を感染させた後Day 14 より 1μg/ml の puromycin を培地に添加し、Day 20 にて固定しアルカリフォ
スファターゼ染色を行った。Scale bar = 10mm。グラフは独立 3回の平均値 ± SEMを示している。
(C) Nanog 発現細胞の割合の定量。FACS 解析は Day 12 に行った。ゲート内に含まれる細胞の割合を併せ
て示している。shRNA による発現抑制により、全体の細胞に対する iPS 細胞の割合が減少した。グラフは
独立 4回の平均値 ± SEMを示している。
(D) Nanog 発現量の定量。qRT-PCR 解析は Day 8 に行った。shRNA による発現抑制により、単位当たりの

















































































































図 7　Foxd1 のノックアウトによるリプログラミング効率の減少 
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図 7　Foxd1 のノックアウトによるリプログラミング効率の減少 
3 種類のMEF( ワイルドタイプMEF、Foxd1 ヘテロノックアウトMEF、Foxd1 ホモノックアウトMEF) を用
いて実験を行っている。なお、グラフについて p-value はペア T検定により算出した (* p < 0.05)。
(A) 3 種類のMEF における細胞増殖の比較。MEF において、3種類のMEF( ワイルドタイプMEF、Foxd1 ヘ
テロノックアウトMEF、Foxd1 ホモノックアウトMEF) に細胞増殖の違いはなかった。細胞は、12 時間
BrdU でラベルされた後、BrdU 抗体染色、ヘキスト染色を行った。全細胞 ( ヘキスト陽性細胞 ) のうち
BrdU 陽性細胞の割合を計測し比較を行った。グラフは独立 3回の平均値 ± SEMを示している。Scale bar 
= 100μm。
(B) Foxd1 の発現量の変化。MEF に 3因子を感染させてリプログラミングを誘導した。グラフは独立 3回の
平均値 ± SEMを示している。ワイルドタイプMEF、Foxd1 ヘテロノックアウトMEF、Foxd1 ホモノック
アウトMEF と、ゲノム上の Foxd1 の遺伝子数に応じて Foxd1 の発現量が異なっている。
(C) iPS 細胞のコロニー計測。MEF は Day 10 から Day 15 にかけて固定され、Nanog 抗体染色を行った。低
倍のレンズ(x1.25レンズ)を用いて6 wellディッシュ1 wellにつき4x4の16枚の写真を撮影しモンタージュ
画像を作製した。Scale bars = 4mm。得られた画像を基に iPS 細胞コロニー数を計測した。グラフは独立 5
回の平均値 ± SEMを示している。なお、赤く囲んだ領域をさらに高倍のレンズ (x10 レンズ ) で撮影し、得
られた画像をモンタージュ画像に併せて示している。Scale bars = 200μm。
 (D) Nanog の発現量の変化。MEF によって ( すなわち Foxd1 の発現量の違いによって ) リプログラミング























図 8　Foxd1 ホモノックアウトMEF における Foxo1 発現抑制によるリプログラミング効
率の減少
Foxd1 ホモノックアウトMEF に対して、コントロール shRNA、Foxo1 をターゲットとする shRNA2 種をレ
ンチウィルスによって感染させ、3日後に 3因子のレトロウィルスを感染させてリプログラミングを誘導し
た。なお、グラフについて p-value はペア T検定により算出した (* p < 0.05)。
(A-B) shRNA による Foxo1 の発現抑制の効果。qRT-PCR 解析、ウェスタンブロッティングによりmRNAレ
ベル、タンパク質レベルでの発現減少が認められた。(A) qRT-PCR 解析は Day 4 に行った。独立 3回の平均
値 ± SEMを示している。(B) Day 0, Day 4, Day 8 においてサンプルを回収しウェスタンブロッティングを
行った。Tubulin をローディングコントロールとしている。
(C) iPS 細胞コロニー数の計測。shRNA による発現抑制により、iPS 細胞コロニー数が減少した。MEF は、
Day 12 から Day 16 にかけて固定されNanog 抗体染色を行った。グラフは独立 3回の平均値 ± SEMを示
している。
(D) Nanog 発現量の定量。shRNA による発現抑制により、Nanog の発現量が減少している。qRT-PCR 解析
は Day 8 に行った。グラフは独立 6回の平均値 ± SEMを示している。
Tubulin
Foxo1
Control ΔFoxo1 #1 ΔFoxo1 #2

























































































































































































































































































































































(A) Foxd1 下流遺伝子の発現量の変化。3 種類のMEF( ワイルドタイプMEF、Foxd1 ヘテロノックアウト
MEF、Foxd1 ホモノックアウトMEF) に関してプロモーター領域に Foxd1 結合配列を持つ遺伝子 (Dax1、
Epcam、Necab1、Il7r) の発現変化を比較した。Foxd1 の発現量に応じて、これらの遺伝子の発現量が上昇
している。実験は 3回行われ典型的な１回のデータを示している。
(B) shRNA によるDax1 の発現抑制の効果。ワイルドタイプMEF に対してコントロールshRNA、Dax1 をター
ゲットとする shRNA2 種をレンチウィルスによって感染させ、3 日後に 3 因子のレトロウィルスを感染させ
てリプログラミングを誘導した。qRT-PCR 解析は Day 8 に行った。グラフは独立 3 回の平均値 ± SEM であ
り、コントロール shRNA 対する相対値を示している。
(C) iPS 細胞コロニー数の計測。shRNA による Dax1 の発現抑制により、iPS 細胞コロニー数が減少した。
MEF は Day 10 から Day 15 にかけて固定、Nanog 抗体染色がなされた。グラフは独立 3 回の結果を示して
いる。
(D) Fold change( ホモノックアウトMEF における発現量 / ワイルドタイプMEF における発現量 )<0.8 の 38
遺伝子。ホモノックアウトMEF とワイルドタイプMEF について比較を行ったマイクロアレイ解析を基に
Fold change( ホモノックアウトMEF における発現量 / ワイルドタイプMEF における発現量 ) を算出した。
個々の遺伝子の発現量は表 2 に示している。
(E) Fold change<0.8 の 38 遺伝子における gene ontology 解析。p value の小さなもの上位 10 個の
Gene ntology term を示している。
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MEF に 3因子と共にGFP もしくは Foxd1 を感染させ、リプログラミングに与える Foxd1 の影響を調べた。
(A) Foxd1 の発現量の変化。3F+Foxd1 では、Foxd1 の発現量が 3F+GFP に比べて約 4倍に増加した。ここ
では内在性の Foxd1とウィルス由来のFoxd1の区別はできない。グラフは独立3回の平均値 ± SEMであり、
3F+GFP Day 8 に対する相対値を示している。
(B) Nanog の発現量の変化。Foxd1 の過剰発現により、単位当たりのNanog の発現量が減少している。グ
ラフは独立 3回の平均値 ± SEMであり、3F+GFP Day 8 に対する相対値を示している。
(C) Nanog 発現細胞の割合の定量。Foxd1 の過剰発現により、全体の細胞に対する iPS 細胞の割合が減少し
た。MEF は Day 12 において固定、Nanog 抗体染色がなされた。グラフについて p-value はペア T検定に
より算出した (** p < 0.01)
(D) iPS 細胞コロニー数の計測。3F+GFP と 3F+Foxd1 で有意な差は検出できなかった。MEF は Day 14 で固
定、Nanog 抗体染色がなされた。4x4 のモンタージュ画像を取得後、画像に含まれる iPS 細胞コロニー数
を数えた。Scale bar = 4mm。グラフは独立 3回の平均値 ± SEMを示している。
(E) リプログラミング過程の顕微鏡写真。3F+Foxd1 ではより増殖が速く細胞が密になっているように見え































図 11　2因子と 1因子による Foxd1 の発現量の変化
(A) 2 因子による Foxd1 と Nanog の発現量の変化。MEF に 2因子 (Sox2-Oct4、Sox2-cMyc、Sox2-Klf4、
Oct4-cMyc、Oct4-Klf4、cMyc-Klf4 の 6 パターン ) を発現させた場合、Sox2-cMyc、Oct4-cMyc でわずかに
Foxd1 の発現が上昇したが、残り 4パターンではほとんど上昇しなかった。また、Sox2-cMyc、Oct4-cMyc
含むすべての 6パターンにおいてNanog の発現上昇は見られなかった。グラフは 4因子による発現量の変
化を併せて示しており、Foxd1、Nanog ともに 4F Day 10 に対する相対値を示している。
(B) 1 因子による Foxd1 の発現量の変化。MEF に 1因子 (Oct4、Sox2、Klf4、cMyc とコントロールとして
GFP を含めた 5パターン ) を発現させた場合、いずれの場合も Foxd1 の発現上昇は見られなかった。グラ

































































Foxd1       
EGFP-Cre
図 12　Foxd1 発現細胞の性質
(A) Foxd1 レポーター細胞の模式図。Foxd1 ヘテロノックアウトMEF は Foxd1 プロモーター制御下で
EGFP-Cre を発現するため、Foxd1 発現細胞をGFP 発現細胞として検出できる。
(B) Foxd1 発現細胞の割合の変化。Foxd1 発現細胞をGFP 発現細胞として FACS 解析により検出した。ゲー
ト内に含まれる細胞を Foxd1 発現細胞とし、その割合を示している。Foxd1 発現細胞はDay 10 頃に最大の
割合となり、以降その割合は減少した。
(C) Foxd1発現とNanog発現の相関。Nanogを発現する iPS細胞は Foxd1を発現しない。Foxd1ヘテロノッ



























































Foxd1 ++ : in R5
Foxd1+ : in R4 and not in R5
Foxd1 - : not in R4 and not in R5
図 13　Foxd1 はリプログラミングの正しい進行を示す
セルソーターにより Foxd1 発現細胞と Foxd1 未発現細胞をそれぞれ分取し、feeder 細胞上に同じ細胞数ず
つ播き直した。その後コロニーの出現を待ってNanog 抗体染色を行い、モンタージュ画像を取得し iPS 細
胞コロニー数を計測した。
(A) Day 8 におけるセルソーティング。赤く囲まれた領域を Foxd1 発現細胞としてソートした。
(B) iPS 細胞コロニー数の計測。Foxd1 発現細胞からより多くの iPS 細胞コロニーが出現した。MEF は Day 
18 から Day 22 にかけて固定、Nanog 抗体染色がなされた。グラフは独立 4回の結果を示している。
(C) Day 8 におけるセルソーティング。Foxd1 発現細胞の中でより高い発現を持つ細胞を Foxd1 ++(R5 ゲー
ト内の細胞)、より低い細胞をFoxd1 +(R4ゲート内かつR5ゲート外の細胞)とし、Foxd1未発現細胞(R4ゲー
ト外かつ R5ゲート外の細胞 ) の 3つの集団としてそれぞれ分取した。
(D) iPS 細胞コロニー数の計測。Foxd1 の発現が強い順に多くの iPS 細胞コロニーが出現した。MEF は Day 





















































































+  - +  -+  - +  -+  -
d6 d14d12d10d8
+  - +  -+  - +  -+  -
d6 d14d12d10d8









+  - +  -+  - +  -+  -
d6 d14d12d10d8









+  - +  -+  - +  -+  -
d6 d14d12d10d8






















Foxd1 ヘテロノックアウトMEF は Day 6、Day 8、Day 10、Day 12、Day 14 で Foxd1 発現細胞 (「+」) と
Foxd1 未発現細胞 (「-」) の 2 つの集団に分取され、qRT-PCR 解析を行った。グラフはそれぞれDay 6 
Foxd1 発現細胞に対する相対値を示している。
(A-B) Foxd1 と Gfp の発現量。適切にソートされていることを Foxd1(A) と Gfp(B) の発現により確認した。
(C-D) 多能性マーカーであるNanog と Oct4 の発現量。Nanog(C) と Oct4(D) ともに Day 6-8 では Foxd1 発
現細胞により高い発現を示しているが、それ以降の時期 (Day 10-14) では Foxd1 未発現細胞により高い発
現を示した。なお、Nanog に比べてOct4 は、Day 6-8 における発現量の差は小さく (Foxd1 発現細胞と
Foxd1 未発現細胞が近い値をとっている )、Day 10-14 における差は大きい (Foxd1 発現細胞に比べて
Foxd1 未発現細胞がより高い値をとっている ) 傾向にある。
(E-H) プロモーター領域に Foxd1 結合配列を持つ遺伝子 (Dax1、Epcam、Necab1、Il7r) の発現量。Dax1(E)
は Nanog や Oct4 と同じ傾向を示している。すなわち、Day 6-8 では Foxd1 発現細胞により高い発現を示
しているが、それ以降の時期 (Day 10-14) では Foxd1 未発現細胞により高い発現を示した。また、Day 6-8
においてはNanog や Oct4 以上に大きな発現量の差 (Foxd1 発現細胞 >Foxd1 未発現細胞 ) がある。Epcam
(F)、Necab1(G)、Il7r(H) はいずれの時点でも Foxd1 発現細胞がより高い発現を示した。
(I) 体細胞マーカーである Thy1 の発現量。MEF を含めて体細胞で高い発現を持つ Thy1 の挙動は、Nanog
や Oct4 と逆の発現を示した。すなわち、Day 6-10 では Foxd1 未発現細胞により高い発現を示しているが、
それ以降の時期 (Day 12-14) では Foxd1 発現細胞により高い発現を示した。
(J) Foxd1発現細胞の推移を示す模式図。リプログラミングの開始時点であるMEFではFoxd1の発現はなく、
体細胞マーカーである Thy1 が発現している。3因子や 4因子により Foxd1 の発現が上昇し始めた頃 (Day 
6-8)、Foxd1 発現細胞において Thy1 の発現が減少し、かつ多能性マーカーであるNanog の発現が上昇し
始める。さらに時間が進むと、Foxd1 を一過的に発現しその後に発現が減少した細胞と、最初からずっと
Foxd1 を発現していない細胞の 2種類の Foxd1 未発現細胞が存在するようになる。このうち前者は iPS 細
胞であり Thy1 の発現は低く、Nanog の発現は高い。後者は Thy1 の発現が維持され、Nanog は未発現の
状態のままとなっている。
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図 15　Cre-LoxP システムを用いた Foxd1 発現細胞の運命追跡
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図 15　Cre-LoxP システムを用いた Foxd1 発現細胞の運命追跡
(A) Foxd1-GFP-Cre マウスと CAG-GFP マウスを掛け合わせ細胞運命追跡用MEF を作成した。このMEF は、
Foxd1 プロモーター制御下で発現する EGFP-Cre が部位特異的組換えを起こし、以後恒常的に CAGプロモー
ター制御下で EGFP を発現する。
(B) E13.5 胎児の写真。E13.5 の時点で Foxd1 の発現経験によりGFP が強く発現している組織が見られる。
矢印は胎児の目を示している。Scale bar = 400μm。
(C) MEF における FACS 解析。MEF の状態 ( すなわちリプログラミング誘導以前の状態 ) で、すでにGFP 発
現細胞が存在していた。リプログラミングの誘導はこれらの細胞 ( 緑で囲まれた領域 ) をセルソーターによ
り除いた状態で行った。
(D) MEF における Foxd1 発現経験とNanog の発現、SSEA1 の発現との相関。MEF の時点で Foxd1 の発現
を経験している細胞 (GFP 発現細胞 ) と Foxd1 の発現を経験していない細胞 (GFP 未発現細胞 ) は、Nanog
発現、SSEA1 発現において差がない。
(E) リプログラミング誘導における Foxd1 発現経験細胞割合の変化。Foxd1 発現経験細胞は、Day 6 頃より
出現しはじめDay12-14 頃最大となる 30-40 パーセントを占めた。以降 30 パーセント以上の高い値をとり
続けた。
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図 16　iPS 細胞の多くは Foxd1 発現細胞より生まれる
Foxd1-GFP-Cre マウスと CAG-GFP マウスを掛け合わせて作成された細胞運命追跡用MEF を用いて実験を
行った。MEF の性質については図 15 に示している。
(A) Foxd1 発現経験とNanog 発現の相関。Day 8 頃、Foxd1 発現経験細胞は存在するもNanog 発現細胞は
存在しない。時間の経過とともに Foxd1 発現経験細胞は割合を増す。同時にNanog 発現細胞が Foxd1 発
現経験細胞より出現する。
(B) Foxd1 発現経験とNanog 発現の相関の定量。Foxd1 発現経験とNanog 発現の有無によって 4つに分け
られた集団の割合を示す。Nanog 発現細胞のうち 79.0 パーセント (GFP + / Nanog + = 23.7% / 30.0% ) が
Foxd1 の発現を経験している。Day 25 に行った FACS 解析を基にしている。
(C) iPS 細胞のコロニー計測。Nanog を発現した iPS 細胞コロニーのうち 95.1 パーセント (GFP + / Nanog + 
= 311 個 / 327 個 ) が Foxd1 の発現を経験している。Day 16 に行ったNanog 抗体染色を基にしている。
Scale bar = 200 μm。
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6.6% 
SSEA1 +, GFP +
21.7% 
SSEA1 -, GFP -
65.1%
図 17　Foxd1 発現経験と SSEA1 発現の相関
Foxd1-GFP-Cre マウスと CAG-GFP マウスを掛け合わせて作成された細胞運命追跡用MEF を用いて実験を
行った。MEF の性質については図 15 に示している。
(A) Foxd1 発現経験と SSEA1 発現の相関。Foxd1 発現経験と SSEA1 発現の間に、Foxd1 発現経験とNanog
ほどの相関はなかった。しかし、時間の経過とともにその相関は強くなった。なお、SSEA1 は Foxd1 に比
べて早いタイミングで発現を示した。
(B) Foxd1 発現経験と SSEA1 発現の相関の定量。Foxd1 発現経験と SSEA1 発現の有無によって 4つに分け
られた集団の割合を示す。SSEA1 を発現した iPS 細胞コロニーのうち 76.7 パーセント (GFP + / SSEA1 + = 

























ルス由来の遺伝子発現のサイレンシングを qRT-PCR 解析により調べた。ウィルス未感染のMEF についても
併せて実験を行っている。すべての iPS 細胞ラインでウィルス由来の外来遺伝子のサイレンシングが起こっ
ている。なお、本解析ではプライマーにより内在性 (mouse 由来 ) の発現とウィルス由来 (human 由来 ) の










































































































































図 19　内在性の多能性マーカー (Sox2、Oct4、Klf4、Nanog、E-cad) の発現
Sox2、Oct4、Klf4、Nanog は qRT-PCR 解析 (A) によって、E-cadherin、Oct4、Nanog はウェスタンブロッ
ティング (B) によって、その発現を調べた。iPS 細胞ライン間の発現レベルに差は検出できなかった。



















図 20　多能性マーカー (Oct4、Nanog) プロモーター領域のDNAメチル化状態
Oct4 プロモーターとNanog プロモーターのDNAメチル化は、バイサルファイトシークエンス法を用いて
検出された。黒丸はメチル化された CpG領域を、白丸は脱メチル化された CpG領域を示している。すべて
の iPS 細胞ラインは脱メチル化傾向を示しおり、MEF はメチル化傾向を示している。メチル化レベルに関
して、iPS 細胞ライン間に差は見られなかった。
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図 21　胚様体形成による in vitro 分化誘導における三胚葉系への分化の評価
(A) 胚様体の顕微鏡写真。胚様体は 5日間の浮遊培養により形成された。Scale bar = 200μm。
(B) 分化マーカーの発現量の変化。胚様体形成後、接着培養を 10 日間行い分化誘導を行った。Afp と Gata6
は内胚葉、Gata4 と Smooth muscle actin は中胚葉、Cdx2 と Nestin は外胚葉のマーカーである。「H」は
Foxd1 ホモノックアウト iPS 細胞を、「W」はワイルドタイプ iPS 細胞を示す。分化マーカーは分化誘導後
高い発現を示しているが、iPS 細胞ライン間での発現レベルの差は検出できなかった。グラフは独立 4回の
平均値 ± SEMであり、未分化状態にある ES 細胞における発現量に対する相対値を示している。
(C) 分化マーカーの発現。胚様体形成の後接着培養を10日間行い、種々の分化マーカー抗体で染色を行った。
Afp、Foxa2 は内胚葉、α-sarcomeric actinin、Gata4 は中胚葉、Tuj1、Gfap は外胚葉のマーカーである。ま
たいずれの場合も同時にHoechst で核の染色を行っている。iPS 細胞ライン間に差は見られなかった。
Scale bar = 50μm。
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(g) #1 #2 #3 #4 #5 ave.
Wt-iPS #2 1.5 0.86 0.97 1.4 1.59 1.264
Homo-iPS #5 2.1 1.21 1.61 1.37 1.83 1.624
(g) #1 #2 #3 #4 #5 ave.
Wt-iPS #5 2.48 2.38 1.05 2.44 0.88 1.846










図 22　テラトーマ形成による in vivo 分化誘導における三胚葉系への分化の評価
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図 22　テラトーマ形成による in vivo 分化誘導における三胚葉系への分化の評価
iPS 細胞を 10 週齢 Balb/c -nu/nu 雌マウスに注射後 5週間後に解剖を行った。1ラインにつき 5か所、計
20 か所の注射を、10 個体 1匹につき左右 2か所に行った。左右の違いをなくすため 5個体に左 Foxd1 ホ
モノックアウト iPS 細胞、右ワイルドタイプ iPS 細胞とし、残り 5個体に左右を逆転させて注射している。
(A) マウスの解剖とテラトーマの摘出。左右 2か所に iPS 細胞の注射を受けた 5週間後、マウスを解剖しテ
ラトーマを摘出した。
(B) 5 個体、左右 2か所、計 10 個のテラトーマ。Foxd1 ホモノックアウト iPS 細胞 #5 がワイルドタイプ
iPS 細胞 #2 より大きなテラトーマを形成していた。
(C) (B) とは異なる 5個体、計 10 個のテラトーマ。Foxd1 ホモノックアウト iPS 細胞 #2 とワイルドタイプ
iPS 細胞 #5 の差は見られなかった。
(D) HE 染色画像。テラトーマは固定された後パラフィン包埋されHE染色された。それぞれの胚葉特異的な




n = 110 Foxd1-/- #2 Foxd1-/- #5 Foxd1+/+ #2 Foxd1+/+ #5
70% 4 (♂3♀1) 3 (♂2♀1)
40% 2 (♂1♀1) 1 (♂1) 6 (♂5♀1)
10% 6 (♂5♀1) 4 (♂2♀2) 14 (♂13♀1) 8 (♂5♀3)
0% 59 (♂48♀11) 20 (♂7♀13) 54 (♂35♀19) 26 (♂21♀5)
図 23　キメラマウスの作製
ホモノックアウト iPS 細胞 2ライン、ワイルドタイプ iPS 細胞 2ラインの計 4ラインの iPS 細胞は、ICR マ
ウス胚盤胞に注入され偽妊娠の雌マウスに移植された。すべての iPS 細胞ラインからキメラマウスが生まれ
た。iPS 細胞は C57BL/6 マウス由来であり毛色は茶色、ホストの ICR マウスは毛色は白色である。毛色の違




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































 レトロウィルスベクターである pMXs ベクターのうち、pMXs-hOct4、pMXs-hSox2、
pMXs- hKlf4、pMXs -hcMyc、pMXs- GFP は、米国非営利団体 Addgene 2,67  、Cell Biolabs
より購入した。pMXs-mCherry と pMXs-mFoxd1 は、クローニングを行った mCherry
と mFoxd1 をそれぞれ制限酵素により pMXs ベクターに挿入したものである。Foxo1、
Foxd1、Dax1 に対する shRNA オリゴ DNA は invitrogen、gleiner より購入した。オリ
ゴ DNA はアニーリングの後 pENTR-H1 ベクター(理研 BRC・三好先生より提供を受けた)
に挿入した。H1-shRNA は geteway システム(invitrogen) により pLenti ウィルスベク
ターに挿入し、これを実験で用いた。 






Dax1_#1, 5′- GCAGTGCGTGAAATACATTGA-3′; 
Dax1_#2, 5′- GCAGATCCTTACTGAGCACAT-3′. 
 
細胞培養 
 マウス胚性線維芽細胞(以下、MEF とする)、HEK293T 細胞(Invitrogen)、SNL76/7 細
胞(ECACC)は、FBS 培地(high-glucose DMEM[ナカライテスク]、10% fetal bovine 
serum[ニチレイバイオサイエンス]、Glutamax[Gibco]、 penicillin/streptomycin[ナカ
ライテスク]含む)で培養した。Plat-E 細胞(Cell Biolabs)は、上記 FBS 培地に puromycine、
Blasticidin S を加えた条件で培養した。iPS 細胞(iPS-MEF-Ng-20D-17 4、文部科学省ナシ
ョナルバイオリソースプロジェクトを介して理化学研究所 BRC より提供を受けた)、ES
細胞(CGR8)、リプログラミング段階でソートされた細胞は、ES 培地(high-glucose DMEM、
15% fetal bovine serum[Hyclone] 、 nonessential amino acid[Chemicon] 、
nucleosides[Chemicon] 、 sodium pyruvate[Invitrogen] 、 Glutamax 、
penicillin/streptomycin 、 2-mercaptoethanol[Gibco] 、 leukemia inhibitory 
factor[Millipore]含む)を用い、フィーダー細胞(マイトマイシン C[協和発酵]処理された
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SNL76/7 細胞)上で培養した。リプログラミン誘導時の MEF はレトロウィルス含む FBS




 MEF は交配後 13.5-14.5 日の ICR マウスより胎児を単離し採取したものである。shRNA
による発現抑制実験で用いた MEF は、ICR マウスと Nanog-GFP-IRES-PuroR マウス 4 (文
部科学省ナショナルバイオリソースプロジェクトを介して理研 BRC より提供を受けた)
を掛け合わせたマウスより交配後 13.5 日の胎児を単離し採取した。Foxd1 のノックア
ウト実験で用いた MEF は、Foxd1-GFP-Cre ノックアウトマウス 40のヘテロノックアウ
トマウスを掛け合わせたマウスより交配後 13.5 日の胎児を単離し採取した。なお、
Foxd1 レポーター実験で用いた MEF は、Foxd1-Cre-EGFP のヘテロノックアウト MEF
である。細胞運命追跡実験で用いた MEF は、Foxd1-GFP-Cre マウスと CAG-loxp-EGFP
マウス 62 (大阪大学宮崎教授より提供を受けた)を掛け合わせたマウスより交配後 13.5




 MEF から iPS 細胞への誘導は、これまでの報告 64 に準じて行われた。Plat-E 細胞によ
り 4 因子、GFP、mCherry を発現させるレトロウィルスを作製し MEF に感染させ、こ
のときを Day 0 とした。24 時間後(Day 1 において)培地を KSR 培地に置換し、さらに
24 時間後(Day 2)ゼラチンコートを施したプレートに継代を行った。Day 3 以降毎日培
地交換を行い観察を行った。shRNA による発現抑制実験では、HEK293T 細胞により
shRNA を発現させるレンチウィルスを invitrogen のプロトコルに従って作製し、MEF




 アルカリフォスファターゼ染色は、Leukocyte Alkaline Phosphatase Kit (Sigma)を用
い、「ヒト多能性幹細胞の維持培養プロトコール」(理研 CDB 幹細胞研究支援・開発室)






 細胞を 3.7%ホルムアルデヒド含む PBS で固定し、0.5%tritonX-100 含む PBS で膜透
過処理を行った。5％BSA 含む PBS でブロッキングを行った後、一次抗体液(抗体と
0.5%BSA 含む PBS)に置換した。リプログラミング効率の評価のための Nanog 抗体染色
では、一次抗体として Anti-Nanog Rabbit 抗体(Calbiochem、sc1000)、二次抗体として
Alexa Fluor 594-conjugated anti-rabbit 抗体(Invitrogen)を用いた。胚葉体形成における
分 化 の 評 価 の 際 は 、 一 次 抗 体 と し て Anti-Afp Rabbit 抗 体 (Dako 、 A000829) 、
Anti-Hnf3β/FoxA2 Goat 抗体(R&D、AF2400) 、Anti-alfa-Sarcomeric actin Mouse 抗体
(Sigma、A7811)、Anti-GATA4 Rabbit 抗体(Santa cruz、SC-9053)、Anti-Tuj1 Mouse 抗
体(Sigma、T8660)、Anti-Gfap Rabbit 抗体(Dako、Z0334)、二次抗体として Alexa Fluor 
488-conjugated anti-rabbit 抗体(Invitrogen)、Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse
抗体(Invitrogen)、Alexa Fluor 488-conjugated anti-goat 抗体(Invitrogen)を用いた。 
 BrdU 抗体染色では、細胞を濃度 20µM BrdU 含む培地で 37 度 12 時間インキュベー
ションした後、3.7%ホルムアルデヒド含む PBS で固定し、0.2%tritonX-100 含む PBS
で膜透過処理を行った。次いで、Anti-BrdU 抗体(BD、347580)と DNaseI(タカラバイオ)
含む PBS で 37 度 1 時間インキュベーションを行った後、Alexa Fluor 594-conjugated 





Anti-Nanog Rabbit 抗体(Calbiochem、sc1000)、Anti-Oct4 Mouse 抗体(Santa cruz、
sc-5279)、Anti-E-cadherin Rabbit 抗体(Cell signaling、24E10)、Anti-Foxo1 Rabbit 
antibody (Cell Signaling、C29H4)、Anti-tubulin Rabbit 抗体(Sigma、DM1A)を用いた。 
 
FACS 解析 
 細胞を Fixation Buffer(BD Cytofix)で固定し、Perm/Wash Buffer(BD Cytofix)で膜透過
処理を行った後、抗体液に置換し 4 度で 1 時間反応させた。抗体は、Alexa Fluor 
647-conjugated anti-Nanog 抗体(BD、 560279)と PE-conjugated anti-SSEA1 抗体(Santa 
Cruz,、sc21702)を用いた。染色後の細胞液は、FACSCalibur(BD)ないし JSAN(ベイバイ
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オサイエンス)を用いて FACS 解析を行った。データ解析は FlowJo を用いて行った。 
 セルソーティングは、EGFP-Cre による蛍光を指標に、JSAN を用いて行った。 
 
qRT-PCR 解析 
 細胞からの total RNA の抽出は RNeasy kit(Qiagen)を用いて、逆転写は QuantiTect 
Reverse Transcription Kit(Qiagen)を用いて行った。PCR 反応は、LightCycler 480 
II(Roche) を 用 い て 解 析 を 行 っ た 。 測 定 さ れ た 値 は glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase(Gapdh)により補正を行った。 
 なお、プライマー配列は以下のとおりである。 
Gapdh, 5′-TGCAGTGGCAAAGTGGAGATT-3′and  
5′-CCTTGACTGTGCCGTTGAATT-3′; 
Foxo1, 5′-AAGAGCGTGCCCTACTTCAA-3′ and 5′-TGCTGTGAAGGGACAGATTG-3′; 
Foxd1, 5′-TACTCGTACATCGCGCTCAT-3′ and 5′-CTGCTGATGAACTCGCAGAT-3′; 
Nanog, 5′-AAGCGGTGGCAGAAAAAC-3′ and 5′-GCAATGGATGCTGGGATACT-3′; 
mOct4, 5′-TCTGTTCCCGTCACTGCTC-3′ and 5′- ATTTAACCCCAAAGCTCCAG-3′; 
mSox2, 5′-ATGGCCCAGCACTACCAG-3′ and 5′-CCTCCCAATTCCCTTGTATC-3′; 
mKlf4, 5′-CCACCTTGCCTTACACATGA-3′ and 5′-TGGGAAGACAGTGTGAAAGG-3′; 
hOct4, 5′-GCTCCTGAAGCAGAAGAGGA-3′ and 5′-AGATGGTCGTTTGGCTGAAT-3′; 
hSox2, 5′-AACCCCAAGATGCACAACTC-3′ and 5′-TCTCCGTCTCCGACAAAAGT-3′; 
hKlf4, 5′-GGAGAAGACACTGCGTCAAG-3′ and 5′-AGTCGCTTCATGTGGGAGA-3′; 
Gfp, 5′-GACGACGGCAACTACAAGAC-3′ and 5′-TCGGCCATGATATAGACGTT -3′; 
Dax1, 5′-TATCTGAAAGGGACCGTGCT-3′ and 5′-TCTCCACTGAAGACCCTCAA-3′; 
Epcam, 5′-GGCAACAAGTTGCTCTCTGA-3′ and 5′-TTCATCGCCAAGCATTTAGA-3′; 
Necab1, 5′-GGAGAACAGCAGTGTGTGGA-3′ and 
5′-TGCTTCTTTGGAACGTCTTG-3′;  
Il7r, 5′-TGGAAGTGGATGGAAGTCAA-3′ and 5′-ACTCGTAAAAGAGCCCCACA-3′; 
Thy1, 5′-TGGGAGAAGCACGTGTACTTGGAT-3′ and 
5′-GTTGCCACATTAAAGGCAGCTCGT-3′; 
Afp, 5′-TCCAGAAGGAAGAGTGGACAA-3′ and 
5′-GCAGACTAGGAGAAGAGAAATAGTTGA-3′; 
Gata6, 5′-CCCTCATCAAGCCACAGAA-3′ and 5′-GGTTGTGGTGTGACAGTTGG-3′; 
Gata4, 5′-TCTCACTATGGGCACAGCAG-3′ and 5′-GCGATGTCTGAGTGACAGGA-3′; 
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SM-actin, 5′-CTGACAGAGGCACCACTGAA-3′ and 
5′-AGAGGCATAGAGGGACAGCA-3′; 
Cdx2, 5′-CAAGGACGTGAGCATGTATCC-3′ and 
5′-GTAACCACCGTAGTCCGGGTA-3′;  
Nestin, 5′-CCCTGAAGTCGAGGAGCTG -3′ and 5′- CTGCTGCACCTCTAAGCGA-3′. 
 
DNA メチル化解析 
 細胞からのゲノム DNA の単離・バイサルファイト反応は、EZ DNA Methylation-Direct 
Kit(Zymo Research)を用いて行った。反応産物より Nanog と Oct4 のプロモーター領域
を PCR 反応により増幅し、pCRII-TOPO(Invitrogen)を用いて TOPO クローニングを行っ
た。 
 なお、プライマー配列は以下のとおりである。 
Nanog プロモーター 1st, 5′-GGATGTTTTTAGATTAGAGGATGTTTTTTA-3′ 
and 5′-ACCAAAAAAACCCACACTCATATCAATATA-3′; 
Nanog プロモーター 2nd, 5′-AATGTTTATGGTGGATTTTGTAGGT-3′ 
and 5′-CCCACACTCATATCAATATAATAAC-3′; 
Oct4 プロモーター 1st, 5′-TTGTTTTGTTTTGGTTTTGGATATGGGTTG-3′ 
and 5′-CCCAATCCCACCCTCTAACCTTAAC-3′; and 
Oct4 プロモーター 2nd, 5′-ATGGGTTGAAATATTGGGTTTATTTA-3′ 
and 5′- CCACCCTCTAACCTTAACCTCTAAC-3′. 
 
テラトーマ形成 
 iPS 細胞 4 ライン(Wt#2、Wt#5、Homo#2、Homo#5)について、濃度 1 × 107 個/ml
の細胞液(KSR 培地に懸濁させたもの)を調整した。この細胞液 100μl に 100μl の
Matrigel(BD、356234)を加え、計 200μl となった混合液を 10 週齢の Balb/c -nu/nu 雌
マウスの皮下に注射し、5 週間後にマウスの解剖を行った。取り出されたテラトーマを




胚様体形成による in vitro 分化誘導 
 iPS 細胞 4 ライン(Wt#2、Wt#5、Homo#2、Homo#5)について、濃度 7.5 × 103 個/ml
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の細胞液(ES 培地に懸濁させたもの)を調整した。この細胞液 100μl を超低接着表面 96 
well Dish(coster)上で 5 日間培養し胚様体を作製した。胚様体をゼラチンコートを施し




 iPS 細胞 4 ライン(Wt#2、Wt#5、Homo#2、Homo#5：いずれも C57BL/6 マウス由来)
を ICR マウスの胚盤胞に注入し、偽妊娠の ICR マウスに移植した。キメラ性は毛色によ
り(C57BL/6 マウス：茶色、ICR マウス：白色)により評価した。なお、キメラマウス作
製は、理研 CDB 動物資源開発室に依頼した。 
 
マイクロアレイ解析 
 マイクロアレイ解析は Duplicate で行った。細胞からの total RNA の抽出は RNeasy 
kit(Qiagen)を用いて、Total RNA からプローブを作製は Affymetrix 社のプロトコルに
従って行い、このプローブを「Mousegene 1.0 ST アレイ」に hybridize させた。プロ
ーブセットのシグナル値は、GeneSpring(Agilent)の robust multi-array average (RMA)
アルゴリズムを用いて計算した。annotation は na32(mm9)に基づいている。統計学的
な処理は、Benjamini and Hochberg false discovery rate (BH-FDR = 0.1)として one-way 
analysis of variance (ANOVA)により行った。なお。発現量が非常に低いもの(シグナル値
が 100 以下のもの)については解析から除外した。以降のデータ解析は SQL server 
2008(Microsoft)を用いて行った。マイクロアレイデータは NCBI GEO database に
GSE38509、GSE51179 として登録されている。 














｢Biological process」、「Cellular component」、「Molecular function」 のうち「Biological 
process」の4154個のGene ontology termについて評価を行った。ホモノックアウトMEF 
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